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Al.fine di un mio lavoro sui fenomeni che determinano la anaero¬ 
biosi bacterica (1) io accennava come per i fatti fin allora rilevati 
e colla scorta dei criteri che da essi ci potevamo formare sulla 
natura dei fenomeni stessi e sulle cause che devono concorrere 
a determinarli, si sarebbero presumibilmente potute trarre delle 
norme razionali, utili e pratiche per la tecnica generale delle cul¬ 
ture dei germi anaerobi ci. 

In questa mia nota io mi propongo appunto di raccogliere e 
riassumere in breve i risultati principali di una serie di ricerche 
e di prove da me compiute per delimitare le condizioni più oppor¬ 
tune e più facili ad attuarsi per assicurare la buoua riuscita della 
cultura di un germe auaerobieo nei mezzi nutritivi artificiali co¬ 
muni a base di brodo. 

# 

# * 

Da quanto si era rilevato dalle preacceunate mie ricerche 
risultava già come nel trattamento che si faceva subire al brodo 
per la preparazione dei substrati dovessimo aver cura di attenerci 
come ad una norma generale, che in tali trattamenti fosse il più pos 

sibile evitato il lungo contatto del substrato coll’ossigeno dell’aria, 

/ - - . , . , 

specialmente quando il substrato stesso era sottoposto contempora¬ 
neamente all’ azione del calore; da cui ne veniva di conseguenza 
logica che il substrato dovesse venire adoperato per la cultura o 
subito o poco tempo dopo la sua preparazione onde non lasciare 
troppo tempo ed agio al compiersi di modificazioni ossidative che 
sopra di esso vi induceva V ossigeno atmosferico. Del resto, come 
ho notato in altro luogo, la opportunità di adoperare per la cultura 
di qualche germe anaerobico (tetano) un brodo preparato di recente 


(1) Atti dell’Accademia dei Fisiocritici — Siena 1905. Serie IV, Voi. XVII. 
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era già stata empiricamente avvertita da qualche altro Autore. 
(Kitastato). • 

Fra i fatti allora rilevati ed a cui dovrò far capo in queste 
mie nuove ricerche ricorderò come riuscisse sempre facile P otte¬ 
nere in presenza dell’aria rigoglioso sviluppo di germi anaerobici 
adoperando un brodo subito o poco dopo che fosse preparato, e 
nel quale si fosse fatto agire il glucosio come energico riduttore 
in reazione alcalina, sottoponendo il brodo stesso col glucosio ad 
elevate pressioni nelP autoclave, e quindi in un ambiente privo 
completamente, o quasi, di ossigeno libero. 

Da quelle ricerche risultava altresì come la attività riducente 
del glucusio fosse in certo modo in rapporto col grado di alcali¬ 
nità del brodo stesso e fosse favorita dalla maggiore temperatura 
a cui quest’ ultimo veniva sottoposto. - 

Parimenti si era constatato come il glucosio nelle predette con¬ 
dizioni di alcalinità del mezzo, e tanto meglio se fosse stato sot¬ 
toposto prima all’ azione di elevate temperature nelP autoclave, 
continuasse ad esplicare la sua azione riducente per un tempo 
abbastanza lungo dopo il subito riscaldamento. 

D ? altra parte però ci resultava altresì, per una serie di prove 
fatte a questo scopo, come oltrepassando di un certo limite il 
grado di alcalinità del brodo che poi veniva sottoposto alP azione 
di forti temperature nelPautoclave, potevano ingenerarsi nel brodo 
stesso delle condizioni, forse dovute alla produzione di sostanze 
nocive, per cui lo sviluppo dei germi ne veniva a soffrire, o addi¬ 
rittura ad essere ostacolato; mentre è noto come i germi anaerobici 
in generale si adattiuo facilmente ad un grado anche molto elevato 
di alcalinità del mezzo nutritivo. 

r 

Da una serie di prove e di tentativi mi era risultato come le 
condizioni migliori nelle quali si potesse avere col predetto tratta¬ 
mento un brodo in cui sviluppassero con costanza in presenza 

delP aria i germi anaerobici, (io esperimentava allora col vibrione 

settico e carbonchio sintomatico) si realizzassero quando si fosse 
aggiunto per ogni 100 cc. di brodo neutralizzato fino alla reazione 
anfotera, e glucosato, 2 cc. di una soluzione di carbonato sodico 
al 10 %, quantità che corrisponderebbe a gr. 0,20 di carbonato 
sodico per 100 cc. di brodo glucosato. E queste proporzioni io non 
ho dovuto ancora modificare per i risultati delle varie prove fatte 

in seguito. In un brodo così preparato io ho in seguito coltivato 

con risultato sempre positivo, ed ottenendo rigoglioso ed abbou- 
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dante sviluppo in presenza dell 7 aria tutti i germi anaerobici di 
cui disponevo, e cioè 12 specie- diverse. I b. del tetano, unico fra 
tutti, dava sviluppo scarso e qualche volta negativo, ed in ogni 
caso la evoluzione del germe si arrestava alla forma vegetativa. 
Basta però chiudere la provetta con un tappo di gomma che vi 
impedisca 1’ accesso di nuovo ossigeno dopo fatto il trapianto, per¬ 
chè lo sviluppo riesca costante anche per il tetano. La sporifica¬ 
zione tuttavia rimane difettosa o mancante, e lo sviluppo si 
manifesta solo per un leggero intorbidamento del brodo; ma anche 
iu questi casi però nelle prove da me fatte ho constatato sempre 
la produzione di tossina. Naturalmente però queste culture di te¬ 
tano così difettose nella evoluzione vegetativa del germe non 
sempre possono utilmente servire per ulteriori trapianti, special 
mente se si lasciano alquanto invecchiare. 

Vediamo ora di delineare in modo un po’ più determinato le 
norme che devono esserci presenti e che si devono seguire nel 
preparare e conservare un substrato a base di brodo per la cul¬ 
tura dì anaerobi e la via da tenersi per giungere con facilità e 
maoffior sicurezza ad alcuni determinati scopi che a noi più inte- 
ressano, e cioè allo sviluppo delle colonie isolate in piastra dei 
germi anaerobici stessi. 

Brodo. Secondo quanto sopra si è detto un brodo che debba 
servire per la cultura degli anaerobi corrisponderà nel modo mi¬ 
gliore al suo scopo quando sia leggermente, ma decisamente al¬ 
calino, sia preparato di recente, e nella preparazione si sia evitato 
nel miglior modo possibile il lungo contatto coll’ ossigeno atmo¬ 
sferico durante il riscaldamento nell’ autoclave. 

Le stesse norme sono da seguirsi per il brodo glucosato. 

Noi abbiamo inoltre già visto come un brodo glucosato alcalino 
che fosse stato sottoposto nell’ autoclave ad elevate temperature 
acquistasse la proprietà di permettere lo sviluppo dei germi anae¬ 
robici anche al contatto dell aria, e che questa piopiietà si esauiiva 
più o meno presto col contatto dell’aria stessa, e si conservava piò a 
lungo se era invece impedito 1’ accesso dell’ ossigeno sul brodo. 

Sulle modalità di tecnica da seguirsi nella preparazione di que¬ 
sto brodo ho già altrove riferito. Esse sono del resto molto sem¬ 
plici : ad un brodo di receute preparato secondo le anzidette 
norme, e neutralizzato fino alla reazione anfotera, si aggiunge dopo 
la filtrazione V alcali ed il glucosio nelle predette proporzioni ; si 


distribuisce in tubi, e si sterilizza nell* autoclave a due atmo¬ 
sfere. Dopo la sterilizzazione si lasciano raffreddare i tubi e si 
seminano. Si può anche sterilizzare in massa il brodo alcalino glu- 
cosato, e poi distribuirlo in tubi sterili. Lo sviluppo del germe 
riesce ugualmente bene. 

Da Queste constatazioni ne viene come naturale conseguenza 

che per conservare un brodo che debba utilmente servire per la 

cultura dei germi nnaerobici, esso dovrà essere mantenuto in vasi 

ermeticamente chiusi, nei quali P ossigeno atmosferico non possa 
penetrare. 

La esperienza seguente ci può fornire una prova della oppor¬ 
tunità di conservare i substrati che devono servire per culture di 
anaerobi, fuori del contatto dell’ aria. Nel tempo stesso essa ci ser¬ 
virà, credo, ancora una volta a dimostrarci che la ragione della 
esigenza anaerobica di questi germi nei mezzi usuali di cultura 
debba ricercarsi in fenomeni di ossidazione che si avverano nelle 

sostanze che compongono il substrato per effetto del contatto del - 
Y aria. 

Si prepara un brodo dalP infuso di carne nel modo usuale; è 
superflua 1 aggiunta del peptone. Dopo P alcalinizzazione si distri¬ 
buisce in provette portando in ciascuna di esse una parte del pre¬ 
cipitato albuminoso che viene aspirato mediante una pipetta a 
largo foro. 

In questo substrato gli anaerobi possono ancora svilupparsi al 
contatto dell 7 aria se nella preparazione si sono evitate tempera¬ 
ture troppo elevate; e se si sono usate le precauzioni più sopra 

accennate per evitare il troppo lungo contatto colP ossigeno atmo¬ 
sferico durante la cottura. 

Se questi tubi si scaldano per qualche tempo (15-20 minuti) a 
bagnomaria, e quindi al contatto dell’aria, e poi vi si semina un 
germe anaerobico in condizioni aerobiche, questo non vi si sviluppa. 
Così pure il germe non vi si sviluppa più se i tubi di brodo souo 
anche semplicemente stati lasciati per qualche giorno alParia ed 
alla luce prima di seminarli. 

Ho preparato un certo numero di tali tubi di brodo con preci¬ 
pitato, dei quali mi souo assicurato mediaute seminagione e per¬ 
manenza di più giorni in termostato, che i germi in essi non 
si sviluppassero affatto alla presenza delP aria. Da una parte di 
essi, che avevo lasciati sterili, ho sottratto l’ossigeno imbevendo il 
cotone con pirogallato sodico e chiudendo ermeticamente l’apertura 
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del tubo con un piccolo disco di sughero spalmato di vaselina su 
cui versavo della paraffina fusa ; altri di tali tubi, pure sterili, 
ho lasciati al contatto dell’ aria chiusi soltanto col tappo di 
cotone. Tutti i tubi riposi in luogo al buio ed al fresco ove li 
abbandonai per uno spazio di tempo di circa quattro mesi. 

Nei tubi chiusi fuori del contatto dell’ ossigeno io potevo no¬ 
tare che durante questo tempo il precipitato albuminoso aveva 
assunta una leggiera tinta rosea. Aperti questi tubi dopo il pre¬ 
detto spazio di tempo, sostituito il tappo imbevuto di pirogallato 
con un tappo di cotone, e dopo averli agitati all’ aria, vi seminai 
con un’ ansa di platino in alcuni il carbonchio sintomatico, in al¬ 
tri il vibrione settico. Le culture furono tutte positive e diedero 
abbondante sviluppo e sporificazione dei due germi. I tubi che 
erano stati lasciati aperti, e semiuati ugualmente coi due predetti 
germi, non diedero naturalmente alcun svilnppo. 

Qui evidentemente la tensione parziale portata a zero o quasi 
dell’ ossìgeno contenuto nei tubi aveva favorita la riduzione delle 
sostanze contenute nel brodo, e più precisamente nel precipitato 
albuminoso, essendosi così in certo modo ripristinate in dette so 
stanze quelle condizioni chimiche che erano necessarie perchè esse 
potessero venire direttamente utilizzate dal germe anaerobico, con¬ 
dizioni che detti germi trovane» comunemente sui tessuti animali 
morti al loro stato naturale. 

Nel brodo comune a base di peptone ciò non avviene, e così 
forse perchè le sostanze albuminose del brodo comune sono in mas¬ 
sima parte costituite dal peptone, che, come è noto, è un preparato 
albuminoso solubile che ha subite molte manipolazioni e trattamenti. 

Ciò nonostante però non si deve dimenticare che anche in un 
brodo-peptone preparato di recente sono sempre presenti delle so¬ 
stanze varie mal note, sia pure in piccola quantità, la cui saturazione 
di ossigeno non è completa, e che sono quindi capaci di spiegare 
ancora un'azione sempre favorevole allo sviluppo dei germi ana- 
orobici o come sost&nzo ilirett&mcnte cissimiliibilij o come sosfctiuzc 
capaci di coadiuvare le azioni riducenti sul substrato; e queste 
proprietà collii perm&uenzci elei substrato <i\ contatto dell , nft* 
turai mente si affievoliscono e finiscono per annullarsi. 

Agar. Per la preparazione dell’agar nutritivo fondamentalmente 
ci si dovrà attenere alle stesse norme sopradette per la preparazione 

del brodo. 


8 


Però facendosi la cultura di anaerobi iu agar nella grande ge¬ 
neralità dei casi per in fissione, ne viene che si realizzano già di 
per se delle condizioni anaerobiclie sufficienti per garantire una 
buona riuscita della cultura stessa anche in agar semplice prepa¬ 
rato nel modo usuale purché sia leggermente -alcalino e preparato 
di recente. 

È da notarsi però che nel preparare F agar è quasi inevitabile 
il sottoporre il substrato nutritivo ad una serie di manipolazioni 
un po’ più lunghe e complicate, le quali, per le ragioni più volte 
già dette, vanno a danno delle opportune qualità nutritive del 
substrato stesso per riguardo agli anaerobi. 

Nella preparazione dell’agar comune per gli anaerobi io mi 
sono sempre attenuto, avendone buoni risultali, ad un procedimento 
che ha anche il vantaggio di semplificarne molto la preparazione, 
benché abbia F inconveniente di non garantire una perfetta limpidi¬ 
tà del substrato, inconveniente del resto di ben poco momento nello 
scopo per cui si fa la massima parte delle ricerche bacteriologiche. 

Esso consiste semplicemente nel risparmiare la filtrazione dopo 
F aggiunta delF agar al brodo, e quindi con essa nuove e qual¬ 
che volta ripetute sterilizzazioni. 

Preparato il brodo e neutralizzato, si filtra e si aggiunge nel 

I ' ' • W * f . 'jF ^ * » 

matracio la necessaria quantità di agar; poi si porta direttamente 
nell’ autoclave già in ebullizione di cui si lascia salire la pressione 
fino ad una atmosfera o poco più, e si lascia a questa pressione, 

. • • - • ,: /• * v* 

regolando la fiamma, per 10 15 minuti. Levato dall’ autoclave non 
si filtra, ma si lascia sedimentare mentre raffredda, e prima che 
solidifichi si versa in tubi da cultura previamente sterilizzati. Il 
risultato delle culture in questi tubi fu sempre buono lungo tutto 
il percorso delF infìssione. 

In una serie di prove furono mutate in vario senso le condi¬ 
zioni del substrato per rapporto alla sua reazione, alla maggiore o 
minore distauza fra F uso del substrato ed il tempo di sua pre¬ 
parazione, alia presenza o meno del glucosio eco., prove delle quali 
sarebbe inutile mi indugiassi a ripetere dettagliatamente i risultati, 
poiché in massima da esse si potè dimostrare che le qualità più 
opportune si realizzano nel substrato, quando questo sia, al solito, 
di recente preparazione e leggermente alcalino. Nelle culture in 
tubi di agar non neutralizzato si ebbe nelF infìssione scarso sviluppo 
del vibrioue settico e del carbonchio sintomatico e sempre risultati 
negativi per il tetano. . 
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Siccome in queste culture per in fissione il germe si sviluppa 
in condizioni di una relativa ina sufficiente anaerobiosi, V aggiunta 
di una sostanza riducente, come il glucosio, può anche essere ri¬ 
sparmiati!; ma solo però alle condizioni che il mezzo venga ado¬ 
perato per la cultura subito dopo che fu preparato. E potendo evi¬ 
tare la presenza del glucosio si evita anche in gran parte un 
inconveniente che spesso riesce fastidioso in queste culture, e 
cioè una eccessiva produzione di gas. Ma i tubi di agar glucosato 
hanno però sugli altri il vantaggio di mantenersi più a lungo 
adatti per lo sviluppo dei germi anche se lasciati in contatto 
dell’aria, perchè il glucosio nel mezzo alcalino dell’ agar, ed anche 
meglio se questo fu preparato ad alta pressione di autoclave, fissa, 
quelle pochissime quantità di ossigeno che lentamente dall 7 atmo¬ 
sfera penetrano attraverso agli strati superiori dell 7 agar, e contri¬ 
buisce così a rendere molto più tardiva la ossidazione degli strati 
sottostanti e più profondi. Questi fenomeni si possono apprezzare 
abbastanza bene in tubi di agar coloriti col bleu di metile. Però 
anche nelle condizioni più adatte per riguardo al substrato artifi¬ 
ciale, la cultura non riesce mai così perfetta come sopra il tessuto 
frescone ciò specialmente si osserva per il tetano, nella cul¬ 
tura in agar del quale non si arriva mai a quella facile e ltts- 
sùreggiante sporificazione che si ottiene in presenza del tessuto 
fresco. Anzi ho più volte osservato infilo culture di tetano fatte 
per in fissione in agar semplice, lo sviluppo diventare sempre più 
misero nei trapianti successivi, così eh è già al 3°, 4° trapianto 
potevano rimanere completamente sterili. Inoltre osservavo che 
mentre nel primo trapianto lo sviluppo si aveva lungo tutta la li¬ 
nea di infissione, nei successivi avveniva soltanto negli strati più 
profondi dell 7 agar. Ciò io credo dipenda da un indebolirsi del 
potere di adattamento al mezzo artificiale, potere che il germe 
possiede abbastanza attivo nel primo trapianto prelevato dalla 
cultura su tessuto, ma che va perdendo gradatamente nelle cul¬ 
ture in agar. Si osserva difàtti anche che di pari passo il germe 
attraverso a questi trapianti và sempre più limitandosi nella sua 
evoluzione alla sola forma vegetativa. 

* 

Per questi fatti che io vedevo assai più facilmente avverarsi 
per il b. del tetano che per gli altri due germi su cui facevo le mie 
osservazioni, e per altri fatti relativi allo sviluppo delle colonie 
isolate, come vedremo tra breve, io era indotto, contrariamente ad 
alcune affermazioni che trovavo riferite da altri Autori relative 
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alle facoltà riconosciute nel tetano di potersi adattare alla vita 
aerobica nei coiuuui mezzi nutritivi, a ritenere questo germe come 
più tenacemente legato alle sue esigenze anaerobiche nelle predette 
condizioni delle culture nei mezzi artificiali comuni a base di 
brodo. 

E da queste constatazioni ne risulta come norma che volendo 
procurarci e conservare del materiale da trapianti che si mantenga 
per molto tempo vitabile ed atto a fornire nuove e buone cul¬ 
ture, sarà bene, specialmente trattandosi del b. del tetano, fare 
culture in tubi con tessuto fresco. In queste condizioni, come 
in altro luogo ho già notato, una cultura anche molto vecchia e com¬ 
pletamente disseccata è suscettibile ancora di dare ottimi trapianti 
se questi vengono fatti su substrati opportuni. 

Se invece di preparare Pagar nel modo predetto si prepara 
un agar glucosato alcalino facendogli subire la azione di una forte 
pressione di 2—2,5 atmosfere nell’autoclave, in modo che esso ar¬ 
rivi ad un principio di caramellizzazione, si osserva che nei tubi 
seminati per infissione subito dopo la solidificazione dell’ agar, lo 
sviluppo del germe avviene anche in quelle poche, traccie di li¬ 
quido di condensazione che si formano sulla superficie libera del- 
P agar stesso ; lo sviluppo vi può essere molto intenso, ma in ge¬ 
nerale non si ha sporificazione o scarsissima ; ciò che dipende, io 
credo, dal fatto che in quelle condizioni la forte azione del giu 
cosio come assorbente di ossigeno, impedisce anche in questi strati 
a immediato contatto dell’ aria la completa ossidazione di sostanze 
ridotte e permette per un certo tempo lo sviluppo del germe ; 

sviluppo che però presto si arresta esaurendosi tale potere nel 
glucosio disciolto. 

È da notarsi che anche questo fatto, che è facilissimo a ve 
dersi riprodurre nelle culture di carbonchio sintomatico e di 
vibrione settico, non osservai mai, contrariamente a quanto avrei 
potuto aspettarmi in conformità alle affermate tendenze aerobiche 
del b. del tetano, nelle culture di quest’ultimo germe. 

Avendo per base i fatti precedentemente accennati ho fatta- 
una serie, di prove per saggiare quali fossero le migliori condi¬ 
zioni da attuarsi nel substrato solido per potere ottenere facil¬ 
mente lo sviluppo di colonie isolate di germi anaerobici. 

Fu già ripetutamente notato da vari osservatori che in generale 
la quantità del materiale innestato non è indifferente per la riuscita 
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di una cultura di anaerobi. In conformità a questo dato di osser¬ 
vazione veniva naturale, che, a parità di tutte le altre condizioni 
ambiente, lo sviluppo di una unica spora o di un unico germe 
isolato fosse più difficile ad ottenersi che lo sviluppo di una cul¬ 
tura in brodo o per intìssione, dove una ansa piena del materiale 
da innesto viene generalmente immersa nel substrato. Come ciò 

avvenga non è ben noto; ma in via ipotetica si può supporre che 

* 

la spora porti con se naturalmente o produca un enzima favorente 
o riducente, il quale, per poter produrre il suo effetto utile nelle 
condizioni comuni in cui si trova a doversi sviluppare nei mezzi 
culturali artificiali, ha bisogno, almeno nell 7 iniziarsi dello svilup¬ 
po, che si sommino le attività che emanano da un certo numero 
di spore. 

Questa differenza nella facilità di sviluppo a seconda delle pre¬ 
dette diverse condizioni del materiale innestato risultò chiaramente 
anche in queste mie ricerche. Una ansa di cultura sporificata 
ottenuta su tessuto, veniva diluita in un tubo di brodo. Da que¬ 
sto brodo poi con un 7 ansa di platino se ne facevano trapianti in 
tubi di agar prima della loro solidificazione, agitando Pausa perchè 
le spore vi si disseminassero. 

NelPagar comune non glucosato appena preparato riuscirono 
sempre negative le culture per- il tetano; il carbonchio sintomatico 
ed il vibrione settico sviluppavano piccolissime colonie solo negli 
strati più profondi dei tubi. Esaminate queste colonie ai micro¬ 
scopio, erano costituite anche dopo diversi giorni, solo di forme 
vegetative. 

NelP agar glucosato alcalino Jo sviluppo delle colonie si esten¬ 
deva molto più in alto arrestandosi a poca distanza dalla superfi¬ 
cie libera delP agar, cioè in generale a circa i / % cm. da questo 
ultimo. Anche il tetano in queste condizioni sviluppava piccole 
colonie; per gli altri germi le colonie eran più grandi e più rigo¬ 
gliose di quelle che si ottenevano nell 7 agar semplice. 

In agar glucosato alcalino preparato, come sopra ho detto, ad 
alta pressione nell’ autoclave e quindi leggermente caramellato, lo 
sviluppo delle singole colonie era per tutti i germi più rigoglioso, 
e sopratutto più pronto. Anche del tetano si formavano in queste 
condizioni costantemente colonie più graudi che nei mezzi prece¬ 
denti, ma che però rimanevano sempre più piccole in confronto 
di quelle degli altri germi, e crescevano più lentamente, renden¬ 
dosi visibili ad occhio nudo solo nel secondo giorno. 
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Peci altre prove nelle quali, invece di adoperare tubi da cul¬ 
tura, 1’ agar veniva versato in piccole boccette di Érlenmeyer, in 
modo che sul fondo di queste formasse uno strato alto da 2, 5 a 
3 cm. I risultati furono, con poche differenze dipendenti dal mag¬ 
gior contatto della superficie coll’ aria, gli stessi che si ottennero 
nelle culture in tubi. Il tetano però formava difficilmente in queste 
condizioni le colonie, e soltanto nell’agar glucosato alcalino; esse 
inoltre rimanevano sempre molto piccole e si limitavano agli strati 
più profondi dell'agar; bellissime colonie e costantemente sì otte¬ 
nevano invece per il carbonchio sintomatico e per il vibrione 
settico. 


Da questi risultati si poteva dedurre che le condizioni migliori 
per poter ottenere lo sviluppo delle colonie isolate in uno strato 
di agar il più possibilmente sottile ed a superficie invece ampia, 
quale avrebbe dovuto essere perchè si prestasse comodamente al 
prelevamento del materiale da innesto dalle singole colonie e 
quindi all’ isolamento dei germi, si sarebbero nel modo pù conve¬ 
niente potute realizzare adoperando un agar alcalino glucosato, 
riscaldato precedentemente a forte pressione nell’autoclave. Inoltre 
era facile dedurre da quanto precedentemente si è detto, che nelle 
condizioni di uno strato di agar non molto spesso, sarebbe stato 
necessario di evitare almeno 1’- azione continuata dell’ ossigeno 
atmosferico rinnovantesi continuamente sulla superfìcie libera del- 
V agar, impedendone V accesso dall’ esterno. 

Col procedimento seguente, che si uniforma appunto alle norme 
predette, io ho difatti potuto facilmente ottenere lo sviluppo in 
piastra di tutti i germi anaerobici per i quali F ho messo in pra¬ 
tica, e che io possedevo, e mi ha più volte già servito per F iso¬ 
lamento dei germi anaerobici stessi. Esso ha il vantaggio ancora 
di evitare completamente F uso di apparecchi speciali per le cultu¬ 
re in piastra dei germi anaerobici, che sono sempre molto scomodi 
ad adoperarsi ed impacciosi specialmente quando lo sviluppo debba 
effettuarsi in termostato. La scatola di vetro che adopero a que¬ 
sto scopo è naturalmente molto simile alle comuni scatole di Petri, 
Ne differisce solo per essere attorno alla base della capsula infe¬ 
riore munita di un orlo sporgente qualche millimetro perchè si possa 
tare una comoda e valida presa sopra di essa quando si voglia chiu¬ 
dere od aprire la scatola stessa. Le due capsule poi si sovrap¬ 
pongono per superfìcie di chiusura smerigliate. L’altezza della scatola 
chiusa oscilla attorno ai 2 cm.; la larghezza può essere varia, ma è 
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preferibile non siano molto ampie. Quelle che io adopero hanno una 
larghezza di 10 cm, che è del resto la larghezza media delle capsule 

o , / • 

di Petri più comunemente usate. Lo scopo della chiusura a smeriglio 
è quello naturalmente di impedire nel modo migliore possibile l’ac¬ 
cesso ed il rinnovarsi dell’ ossigeno nello spazio vuoto che rima¬ 
ne fra 1’ agar e la superficie interna della capsula che fa da co 
perchio ; accesso di ossigeno che, come si è già detto, bisogna evi¬ 
tare perchè il nuovo ossigeno oltre al fissarsi sulle sostanze del 
substrato rendendole inadatte allo sviluppo dei germi, saturerebbe 
anche lentamente la potenzialità assorbente di ossigeno del gluco¬ 
sio fendendo meno efficace od anche annullando la sua azione ri 
ducente sulle sostanze del mezzo nutritivo. È chiaro che il sem¬ 
plice combaciamento delle due superficie smerigliate non può dare 
affidamento di una perfetta chiusura. Per assicurare quest’ ultima, 
qùando si sia chiusa la scatola, si spalma con un pennellino della 
paraffina fusa e molto calda, lungo la linea di chiusura. 

La preparazione dell’agar si fa colle stesse norme già dette so¬ 
pra per le culture a colonie isolate nei tubi di saggio o nel fon¬ 
do di piccoli matraci. 

Eiepilogo in breve tutto il procedimento: 

L’ infuso di carne in acqua viene spremuto dopo 24 ore in in¬ 
verno, 12 in estate, in un matracio e vi si aggiunge il peptone ed 
il sale nelle solite proporzioni. 

Si porta nell’ autoclave già in ebollizione, e si chiude la valvo¬ 
la dopo che il vapor d’ acqua abbia scacciata P ariaj si fa salite 
la pressione fino ad una atmosfera o poco più, e, regolando la. 
fiamma, si mantiene a tale pressione per 5-10 minuti. 

Si neutralizza con molta cura, per evitare un eccesso di alcali, 
fino a che sulla carta di tornasole rossa si vede formarsi attorno 
alla goccia di brodo un alone tendente al blen, mentre una goc¬ 
cia dello stesso brodo portata sulla carta bleu, la fa volgere an¬ 
cora appena sensibilmente verso il rosso. 

Si filtra. Si aggiunge al brodo filtrato glucosio in polvere in ra¬ 
gione di 2 per 100 di brodo, agar in ragione di 1, 5—2 per 100 di 
brodo, e di una soluzione di carbonato sodico al 10 °/o> 2 cc. ogni 

100 ec. di brodo. 

Si porta di nuovo nell’ autoclave che sia già in ebullizione, e 
si spinge la pressione fino a 2-2,5 atmosfere. La fiamma deve, e 
ciò in ogni caso, essere ben nutrita e proporzionata alla grandezza 
dell’ autoclave, in modo che in un tempo non lungo possa arrivare 


la pressione al limite predetto. In generale devono essere suffi¬ 
cienti da 10 a 15 minuti. 

bi regala poi la fiamma in modo che la pressione non salga di 
più, ma si mantenga stazionaria al limite predetto per o—10 mi¬ 
nuti. Poi si spegne 1’ autoclave e. si scarica lentamente aprendo 
la valvola. 

1/ agar deve avere assunta una leggiera tinta di vino malaga 
per carato eli izzazione del glucosio. Durante il riscaldamento in ge 
nerale V agar si intorbida per la formazione di precipitati, ma men¬ 
tre si raffredda questo precipitato sedimenta in uno strato poco 
spesso in fondo al vaso e 1’ agar sovrastante si chiarifica. Si versa 
allora con le precauzioni necessarie per evitare inquinamenti, in 
Piccole boccette previamente sterilizzate nella quantità ìli 70-80 cc. 
per boccetta. Queste boccette devono essere piuttosto piccole per 
chè così si ha il vantaggio di rendere meno estesa la azione del- 

Y ossigeno atmosferico che altrimenti si eserciterebbe sopra una 
larga superficie dell’agar. 

Quando la temperatura è arrivata a tale grado che si possa 
sopportare colla mano (si può agevolare il raffreddamento facendo 
cadeie un getto di acqua fredda sul corpo della boccetta, avendo 
però cura di evitare troppi scuotimenti all’ aria dell’ agar stesso), 
vi si seminano i germi di cui si vuole ottenere la colonia isolata, 
e subito si versa in una delle scatole da cultura, che poi si chiude 
come sopra si è detto. Lo strato di agar nella scatola è bene ab¬ 
bia uno spessore di un era. circa. Riesce però bene lo sviluppo 
anche se lo spessore è un po’ più sottile. 

Quando 1’ agar si è solidificato, si portano le scatole in termo¬ 
stato. 


Si può anche preparare 1’ agar direttali!onte nelle boccette, e 

si ha così il vantaggio di risparmiare all’ agar un passaggio da 

un vaso .all' altro, ciò che oltre a costituire un atto manuale che 

Può essere evitato, ò anche a danno delle qualità nutritive del- 
1’ agar stesso. 

Distribuito il brodo in boccette nella proporzione di 80—90 cc. 
per ciascuna, vi si aggiunge glucosio, carbonato sodico ed agar. Ha 
turai mente con questo mezzo bisogna fare tante pesate distinte per 
il glucosio e per Y agar, quante sono le piastre. Meglio è a tutta 
la massa del brodo aggiungere il glucosio ed il carbonato sodico, 
poi distribuire in boccette, ed a queste aggiungere 1’ agar. Così 
non si tanno pesate separate che per 1’ agar. Il precipitato che si 
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forma nel riscaldamento nell* autoclave, sedimenta facilmente e re¬ 
sta senza difficoltà in fondo alla boccetta perdendosi solo pochi cc. 
del substrato. Io preferisco questi ultimi procedimenti dai quali 
ottenni in tutte le prove fatte buonissimi e costanti risultati. 

Lo sviluppo delle colonie mi riesci con questo mezzo sempre 

s/ 

molto facilmente per tutti i germi anaerobici su cui V ho speri¬ 
mentato. Le colonie si sviluppano prontamente in meno di 24 ore 
per la massima parte dei germi provati. Le colonie del tetano però 
sono ben visibili in generale solo al secondo giorno. Questo me¬ 
todo fu inoltre già utilmente usato per studi sui germi anaerobi 
della putrefazione (1). 

Nella fìg. 1 ho riprodotta la fotografia di una piastra di tetano, 
in agar dopo tre giorni di termostato: nella fìg. 2 una piastra di 
vibrione settico dopo circa 30 ore di termostato. Questi due esem • 
plari sono sufficienti per dare un idea del modo con cui avviene 
lo sviluppo in piastra per i germi anaerobici nelle predette con¬ 
dizioni. 

Esaminando queste colonie al microscopico non raramente si 
può osservare, e ciò specialmente per il tetano, come il germe anae- 
robico deteriori alquanto nelle sue facoltà vegetative, in modo che 
diventa scarsa e difettosa la sporificazione, e questo certo perchè 
costretto a delle condizioni di sviluppo che non gii sono le più 
naturali ed appropriate. 

Per garantirci in questi casi delle buone culture, e special- 
mente quando si voglia ulteriormente studiare il germe isolato, 
sarà quindi pratica da seguirsi molto opportuna e consigliabile 
quella di fare, dopo ottenute le colonie isolate, delle pescagioni 
coll’ ago di platino, e trapiantarle in tubi di agar e di brodo con¬ 
tenenti del tessuto parenchimatoso allo stato naturale e fresco. Si 
ottengono così delle culture abbondanti e rigogliose, in cui la spo¬ 
rificazione ha agio di compiersi validamente, e che si possono 
mantenere vitabili per un tempo indeterminatamente lungo. 

Prima di por termine a questa mia breve esposizione dei fatti 
principali che ho potuto raccogliere nella osservazione e nello 
studio dei fenomeni relativi alla biologia di questi germi e che si 
potessero convergere a qualche utile applicazione nella tecnica delle 

(1) Mirto. Archi rio di farmacologia sperimentale e scienze affini 1906. 
Voi. V. 


loro culture artificiali, voglio ancora accennare ad uno degli osta¬ 
coli maggiori di fronte al quale noi spesso òi troviamo quando 
imprendiamo non più a fare ricerche usando delle culture che 
siano già pure, ma ci accingiamo invece allo studio di germi anae 
robici quali si possono trovare in natura sia come agenti di ma¬ 
lattia nel vivente o sul cadavere, sia come saprofiti di sostanze in 
decomposizione. E questo ostacolo consiste nella concomitante pre¬ 
senza di germi aerobici; ostacolo che qualche volta è quasi insor- 
montabile quando si voglia addivenire direttamente all’ isolamento 
dei germi anaerobici col semplice uso della piastra, poiché è in 
generale tale la prevalenza degli aerobi, di cui ancora ogni singo¬ 
lo elemento è capace di dare facilmente sviluppo ad una colonia, 
che ne risulta che le colonie di questi ultimi predominano siffat¬ 
tamente sulle poche colonie degli anaerobi che ne riesce quasi im¬ 
possibile 1’ isolamento. Se difatti in questi casi si fanno diluzioni 
troppo forti, sarebbe necessario preparare un numero troppo gran¬ 
de di piastre per riuscire ad avere in qualcuna di esse qualche 
colonia isolata di anaerobi. Oltre a ciò i germi aerobi facilmente 
invadono e si diffondono sulla superficie dell’ agar, in modo che 
ne può riuscire difficile od anche impossibile il prelevamento di 
materiale puro delle scarse colonie degli anaerobi. 

Da ciò ne deriva che nella generalità dei casi sarà pur sempre 
necessario allontanare prima con qualche mezzo i germi aerobi 
dalla cultura da cui si vogliono isolare gli anaerobi. E ciò si può 
ottenere col mezzo già comunemente in uso del calore. Si riscalda 
cioè la cultura ad 80 per una mezz’ ora a bagno-maria. A questa 
temperatura muoiono in generale tutti i germi aerobi che non han¬ 
no che forme negative, mentre resiste la massima parte delle spore 
degli anaerobi. 

Miglior pratica ancora è, dopo il riscaldamento, di rinfrescare 
la cultura con un trapianto su tessuto fresco, e, dopo compiutasi 
la sporificazione di tutti i germi anaerobi che vi erano contenuti 
e che Si sono così facilmente sviluppati, (sporificazione che certa¬ 
mente è avvenuta per tutti i germi dopo 4-5 giorni di termostato), 
da questa nuova cultura fare la piastra. Se tutti i germi aerobi 
col riscaldamento non sono morti, si può vedere facendo anche 
trapianti in tubi di agar inclinata, o dall’ esame in goccia pendente 
delle colture in brodo ; ed in questo caso si può ripetere il riscal¬ 
damento ed i trapianti. 

Naturalmente però con questo mezzo solo le forme sporificatiti 


resistono, e quindi se nella cultura vi fosse presente qualche ger 
me anaerobico che nou formasse spore, anche questo verrebbe sot¬ 
tratto per V azione del calore. 

Giova ricordarci però a questo riguardo che quasi tutte, se non 
tutte le specie ben note di anaerobi sono sporificanti, e che in 
ogni modo sono certo tali le specie più importanti e che a noi 
più interessano; e che qualche rara specie, se non forma spore, 
forma forse d elle artrospore ugualmente resistenti. Ed è anzi, io 
credo, presumibile che la sporifìcazioue sia comune torse a tutti 
gli anaerobi, perchè questi germi, date le condizioni stesse del 
substrato di cui naturalmente abbisognano, ossia delle sostanze or¬ 
ganiche e più precisamente dei tessuti organici in decomposizione, 
coll’ esaurirsi inevitabile del substrato, devono venire a trovarsi 
in condizione di dovere necessariamente interrompere la conti¬ 
nuità della loro vita vegetativa e di assicurare quindi la propria 
conservazione mediante la sporificazione. 

Un 7 altro inconveniente che può verificarsi e che può nuocere 
alla facilità del prelevamento di materiale puro dalle singole colo¬ 
nie, consiste nella troppo abbondante produzione di gas che può 
sollevare lo strato di agar insinuandosi fra di questo e la parete 
della capsula e produrvi delle ampie fenditure. Questo inconve¬ 
niente però è facilmente superato nelle piastre dove il numeto 
delle colonie non sia soverchiamente abbondante, o se si apre la 
piastra e si preleva il materiale per i trapianti appena le colonie 
si rendono visibili ad occhio nudo, o prima che la produzione del 

gas si sia troppo estesa 













Fig. I 

Colonie del tetano dopo tre giorni di incubazione in termostato 

(Piastra in agar) 





















Fig. II 

Colonie di Vibrione settico dopo 30 ore di incubazione in termostato 

(Piastra in agar) 
















































